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(§) Verfahren zur chromatographischen Reinigung und Trennung von Nucleinsauregemischen 

(§) Verfahren zur chromatographischen Reinigung und Tren- 
nung von Nucleinsauregemischen durch Adsorption der zu 
trennenden und reinigenden Nuclei nsauren aus einer L6- 
sung, die eine hohe Salzkonzentration (lonenstarke) und/ 
Oder eine hohe Alkoholkonzentration aufweist an einen 
Trager, gefolgt von einer Desorption von dem Trager mittels 
einer Losung mit geringerer Salzkonzentration (lonenstarke), 
dadurch gekennzeichnet, daS das Nucleinsauregemisch 

- an einem porosen oder nicht pordsen mineralischen Trager 
aus Metalioxiden und/oder Metailmischoxiden, Silicaigel, 
Materialien, die uberwiegend aus Glas bestehen, AJumini- 
umoxid, Zeolithe, Titandioxid, Zirkondioxid aus einer wa&ri- 
gen Adsorptionslosung mit hoher Salzkonzentration (lonen- 
starke) und mit 1 bis 50 Vol.-% aliphatischen AlkohoJs einer 
KettenJange von C.-C s und/oder Polyethytengh/koi (PEG) 
und/oder hydrophobe, anorganische und/oder organische 

■ Polymere und/oder TCA adsorbtert wird, 
9 - gegebenenfalis mit einer Waschldsung gewaschen und 
danach 

- mit einer Losung geringerer Salzkonzentration (lonenstar- 
ke) eluiert wird und die erhaltene Nucieinsaure oder Nuclein- 
saurefraktion gesammelt wird. 
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Beschreibung 




Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Ver- (zum Beispiel 39 mer) geeignet 

fahren zur chromatographischen Reinigung und Tren- Das technische Problem der vorliegenden Erfindung 

nung von Nucleinsauregemischen gemaB Oberbegriff 5 besteht darin, ein Verfahren bereitzustellen, mit dem es 

des Anspruchs 1, die Verwendung des Verfahrens zur mdglich ist, die oben genannten Nachteile des Standes 

Reinigung von Nucleinsaurefragmenten, die Modifizie- der Technik zu vermeiden. Geldst wird das Problem 

rungsreaktionen unterzogen worden sind, eine Vorrich- durch ein Verfahren zur chromatographischen Reini- 

tung zur Durchfuhrung des Verfahrens, eine waBrige gung und Trennung von Nucleinsauregemischen gemaB 

Losung, die im erfindungsgemaBen Verfahren einsetz- 10 den Merkmalen des Anspruchs 1. Die darauf folgenden 

bar ist sowie die Verwendung dieser Ldsung. Unteransprtiche 2 bis 8 betreffen bevorzugte Ausfuh- 

Die Adsorption von Nucleinsauren an Glas- oder Sili- rungsformen des erfindungsgemaBen Verfahrens. 

cagelpartikeln in Gegenwart von chaotropen Salzen ist Der Anspruch 9 betrifft eine Verwendung des erfin- 

bekannt (Vogelstein, B. and Gillespie, D. (1979) Prepara- dungsgemaBen Verfahrens zur Reinigung von Nuclein- 

tive and analytical purification of DNA from agarose, 15 saurefragmenten nach Modifizierungsreaktionen. Der 

Proc. Natl. Acad. ScL USA 76: 615— 619). GemaB dieser Anspruch 11 betrifft eine Vorrichtung zur Durchfflh- 

Methode wird DNA aus Agarosegelen sowie RNA— rung des erfindungsgemaBen Verfahrens und Anspruch 

und DNA-Praparate aus verschiedenen Extrakten unter 12 betrifft eine bevorzugte Ausfuhrungsform der erfin- 

Verwendung von hohen Konzentrationen chaotroper dungsgemaBen Vorrichtung. Der Anspruch 14 betrifft 

SalzemNatriumiodid,NatriumperchloratoderGuanid- 20 eine waBrige Losung verwendbar im erfindungsgema- 

inthiocyanat isoliert und gereinigt (Boom, RetaL (1990) Ben Verfahren und Anspruch 16 betrifft eine Zusam- 

Rapid and simple method for purification of nucleic mensteUung der Komponenten gemaB Anspruch 15 und 

acids, J. Clin. MicrobioL 28, 495— 503 und Yamado, O. et Anspruch 11. 

aL (1990) A new method for extracting DNA or RNA for Das erfindungsgemaBe Verfahren nutzt die an sich 

polymerase chain reaction. J. Viro. Methods 27, 25 bekannte Eigenschaft von Nucleinsauren aus, in Gegen- 

203—210). Zwar sind die genauen pysikalischen Vor- wart chaotroper Salze, Salzi6sungen hoher Ionenstarke 

gange, die zu einer Adsorption der Nucleinsauren in (hoher Konzentrationen), Reagenzien wie z.B. Harn- 

Gegenwart chaotroper Reagenzien an mineralische stoff oder von Mischungen dieser Substanzen auf mine- 

Trager fuhren nicht im Detail geklart, jedoch geht man ralischen Trager niederzuschlagen und durch Einwir- 

davon aus, daB die Ursache fur die Adsorption in der 30 kung von Ldsungen geringer Ionenstarke (Salzkonzen- 

Storung ubergeordneter Strukturen des waBrigen Mi- tration) zu eluieren. So schlagt die PCT/EP 92/02775 der 

lieus zu suchen ist Dabei wird die in Ldsung befindliche Anmelderin vor, ein Nucleinsauregemisch zunachst in 

Nucleinsaure an der Oberflache der Glas- bzw. Silical- einem Medium niederer Ionenstarke auf einem Anio- 

gelpartikel adsorbiert oder denaturiert Die Adsorption nenaustauschermaterial zu adsorbieren, danach die Nu- 

ist in Anwesenheit von hohen Konzentrationen chaotr- 35 cleinsaure mit einem Puffer h&herer Ionenstarke zu de- 

oper Salze fast quantitativ. Die Elution der adsorbierten sorbieren und danach im Puffer mit dieser hdheren Io- 

Nucleinsauren erfolgt in Anwesenheit von Puffern mit nenstarke in Gegenwart von niederen Alkoholen und/ 

geringer Ionenstarke (Salzkonzentration). Durch die oder Polyethylenglycol und/oder Trichloressigsaure 

Verfahren des Standes der Technik werden Nucleinsau- (TCA) die Nucleinsauren auf einem mineralischen Tra- 

refragmente einer GrdBe von 200 bis 3000 Basenpaaren 40 germaterial zu adsorbieren. Die Nucleinsauren werden 

(bp) ermdglichL Es war bislang jedoch nicht mdglich, dann vorzugsweise mit Wasser oder einer Pufferldsung 

kurze einzel- oder doppelstrangige Nucleinsaurefrag- geringer Ionenstarke eluiert 

mente (100 bp und kleiner) von sehr kurzen (20 bis 40 Es hat sich nun herausgestellt, daB zur Trennung von 

Nucleotide) einzelstrangigen Oligonucleotiden (Pri- Nucleinsauren die vorherige Reinigung an Anionenaus- 

mern) quantitativ zutrennen. 45 tauschermaterialien unterbleiben kann. Oberraschen- 

Diese Nucleinsauregemische entstehen typischerwei- derweise laBt sich auch durch die Adsorption von Nu- 

se als Amplifikationsprodukte zum Beispiel gemaB der cleinsauren in Gegenwart chaotroper Salze hoher Kon- 

Polymerasekettenreaktion (PCR). Die aus dieser Reak- zentration und Desorption der Nucleinsauren mit L6- 

tion entstehenden Produkte werden haufig anschlie- sungen geringer Ionenstarke eine hervorragende Frak- 

Bend molekularbiologisch analysiert, indem die Ublichen 50 tionierung eines Nucleinsauregemisches erzielen. 

Techniken wie DNA-Sequenzierung, DNA-Hybridisie- Durch das erfindungsgemaBe Verfahren wird es mit- 

rung, Klonierung, Restriktion und Transformation hin erm6glicht, in einem Arbeitsschritt durch Adsorp- 

durchgefOhrt werden. Damit lassen sich analytische Pa- tion der zu trennenden Nucleinsauren und Elution in 

rameter wie Aussagen fiber Genmutationen fur die ge- effizienter Weise interessierende Nucleinsaurefraktio- 

netische Beratung oder Erregernachweise in der medi- 55 nenzu erhalten, ohne vorherige Reinigungsschritte. 

zinischen Diagnostik (HIV) gewinnen. Um das Potential Soilen nucieinsaurehaltige Proben als Quellen der zu 

dieser Diagnostikverfahren nutzen zu konnen, ist eine reinigenden und isolierenden Nucleinsauren dienen, 

quantitative Trennung bzw. Reinigung dieser haufig werden diese Quellen in an sich bekannter Weise aufge- 

recht kleinen DNA-Fragmente (100 Basenpaare) sehr schlossen, beispielsweise durch Detergenzbehandlung 

wichtig. 60 oder mechanische Einflfisse wie Ultraschall oder Zer- 

Die zur Zeit zur Verfilgung stehenden Reinigungsme- kleinern. Dabei kann die zur Aufnahme der Nucleinsau- 

thoden basieren auf der Ultrafiltration, der High Pressu- ren verwendete Ldsung bereits chaotrope Salze in ho- 

re Liquid Chromatoaranhy (HPLC) oder der Extraktion her Konzentration enthalten. Nach Entf ernung eventu- 

von Nucleinsaurefragmenten aus Agarosegelen in An- ell vorhandener grober Zellbestandteile durch Zentrifu- 

wesenheit chaotroper Salze durch Niederschlagen auf 65 gationoder Filtration (WO 93/1 1218 und WO 93/11211) 

Glas- oder Silicagelpartikel. Diese Methoden sind je- wird die Losung dann mit einem mineralischen Trager- 

doch nur mit niedriger Effizienz zur Trennung von Nu- material in Kontakt gebracht, um aus der Ldsung mit 

cleinsauregemischen bestehend beispielsweise aus ei- hoher Ionenstarke chaotroper Salze die Nucleinsauren 
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auf dem mineralischen TrSger zu adsorbieren. 

Eine Abwandlung des erflndungsgemaBen Verfah- 
rens besteht darin, den AufschluB der Nucleinsauren 
direkt in dem Puffersystem, das zur Adsorption einge- 
setzt wird, durchzufflhren. Dann wird eine besonders 5 
gOnstige Nucleinsftureverteilunggewinnbar. 

Oblicherweise werden Nucleinsauren aus eukaryonti- 
schen und/oder prokaryontischen Zellen (darunter auch 
Protozoen und Pilze) und/oder aus Viren gewonnen. 
Dabei werden die Zellen und/oder Viren beispielsweise 10 
unter stark denaturierenden und gegebenenfalls redu- 
zierenden Bedingungen aufgeschlossen (Maniatis, T, 
Fritsch, ER & Sambrook, S, 1982, Molecular Clonin 
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor University 
Press, Cold Spring Harbor). 

Weit verbreitet ist der AufschluB der Zellen mit De- 
tergenzien als denaturierende Reagenzien und die Ver- 
wendung von bestimmten Enzymen zum Abbau der 
Proteinstrukturen und nucleinsaurespaltenden Enzy- 
men. So werden beispielsweise Natriumdodecylsulfat 
(SDS) und EDTA als denaturierende Agenzien verwen- 
det und Proteinase K zum Abbau von Proteinen. Das 
Ergebnis dieses AufschluBverfahrens ist meistens eine 
hochviskose gallertartige Struktur, aus der die Nuclein- 
sauren mittels Phenolextraktion isoliert werden. Die 
Nucleinsauren bleiben dabei in groBer Lange erhalten 
und werden nach Dialyse und Prazipitation aus der waB- 
rigen Phase entfernL Dieses AufschluBverfahren ist ge- 
genuber Nicht-Nucleinsaure-Strukturen so aggressiv, 
daB dem Verfahren auch Gewebestucke unterworfen 
werden kdnnen. 

Wegen der arbeitsintensiven Technik mit mehrfa- 
chem Wechsel der ReaktionsgefaBe ist diese Methode 
jedoch f fir groBe Probenaufkommen und Routineprapa- 
rationen ungunstig. Dieses Verfahren ist zwar automati- 
sierbar, jedoch bewaltigt eine handelsubliche Apparatur 
gegenwartig etwa 8 Proben gleichzeitig in vier Stunden 
(Applied Biosystems A 371). Das Verfahren ist somit 
teuer und eignet sich nicht fOr die Durchschleusung gro- 
Ber Probenserien. Weiterhin ist nachteilig, daB die Fol- 
gereaktionen, wie enzymatische Amplifikation, infolge 
der groBen Langen der isolierten Nucleinsauren gestort 
sind. Daruber hinaus sind die anfallenden Losungen 
hochviskos und schwer handhabbar. Insbesondere DNA 
sehr groBer Lange ist eher storend, da die mit dem 
Verfahren gemaB dem Stand der Technik gewonnenen 
Nucleinsauren gesondert zerkleinert werden mussen, 
um weiterverarbeitet werden zu kdnnen. 

Der AufschluB von eukaryontischen und/oder proka- 
ryontischen Zellen und/oder Viren in alkalischem Milieu 
in Gegenwart von Detergenzien, ist technisch zwar ein- 
fach, liefert jedoch auch Nucleinsauren mit groBer Lan- 
ge, die wie oben geschildert von Nachteil sind. 

An die Rohpraparation der Nucleinsauren schlieflen 
sich Folgereaktionen an. Diese Folgereaktionen erfor- 
dern eine bestimmte Qualitat der Nucleinsauren. So 
mUssen diese weitestgehend unversehrt sein, die Aus- 
beute der Praparation muB hoch und reproduzierbar 
sein, auBerdem mflssen die Nucleinsauren in hoher 
Reinheit, frei von Proteinen und Zellmetaboliten vorlie- 
gen. Der Praparationsweg muB einfach und wirtschaft- 
lich sein und die Mdglichkeit zur Automation bieten. 
Die Praparation der Nucleinsauren muB ohne die Ge- 
fahr von Kreuzkontamination anderer Proben mdglich 
sein, insbesondere wenn enzymatische Amplifikations- 
reaktionen, wie Polymerase Chain Reaction (PCR) (Sai- 
ki, r, Geifand, D.H., Stoffel, S„ Scharf, s.U Higuchi, R, 
Horn, GT^ Mullis, ICB. & Ehrlich, Hj\. (1988), Science 
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239, 487-491) und Ligase Chain Reaction (LCR) (EP- 
A-8 83 1 1 741.8), Anwendung finden. FOr diese Folgere- 
aktionen ist es wunschenswert, die Nucleinsauren in 
nicht zu groBer Ketteniange zu erhalten, die Zellen 
mdgiichst quantitativ auf zuschlieBen und im Qbrigen die 
oben genannten Nachteile der im Stand der Technik 
bekannten AufschluBverfahren zu vermeiden. 

Es ist mithin wflnschenswert, daB ein Verfahren die 
Isolierung und Konzentrierung von Nucleinsauren aus 
intakten eukaryontischen und/oder prokaryontischen 
Zellen und/oder Viren oder aus Kdrperflassigkeiten er- 
mdglicht Insbesondere soil die dabei anfallende Nu- 
cleinsaure sich durch nicht zu groBe Kettenlangen aus- 
zeichnen, in wenigen Schritten isolierbar sein und direkt 
15 den erforderlichen Folgereaktionen unterworfen wer- 
den kdnnen. 

Die weiter oben angegebene Modifikauon des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens die dies ermoglicht, besteht 
darin, daB die Quellen der Nucleinsauren wie eukaryon- 
20 tische und/oder prokaryontische Zellen und/oder Viren 
lysiertwerdea 

Der AufschluB nucleinsaurehaltiger Quellen, wie eu- 
kary on tische und/oder prokaryontische Zellen und/ 
oder Wen, kann dabei vorzugsweise durch physikali- 
25 sche oder chemische Einwirkung erfolgen. Dabei kann 
die Lyse entweder mechanisch wie mit Ultraschall oder 
durch osmotischen Schock oder chemisch mittels Deter- 
genzien und/oder chaotropen Agenzien und/oder orga- 
nischen Losungsmitteln (z. B. Phenol, Chloroform, Et- 
30 her) oder alkalischem AufschluB erreicht werden. 

Diese Verfahrensweise fuhrt zur Praparation von Nu- 
cleinsauren mit hoher Reinheit und erlaubt es, eine qua- 
litativ und quantitativ reproduzierbare Analytik durch- 
zufOhren, insbesondere in Kombination mit enzymati- 
35 schen Verfahren zur Amplifikation von Nucleinsauren. 
Es hat sich gezeigt, daB AufschluBmethoden mit Deter- 
genzien und/oder chaotropen Agenzien, konzentrierten 
Salzlosungen, Reagenzien wie Harnstoff, Mischungen 
dieser Substanzen und/oder organischen LSsungsmit- 
40 teln oder physikalische AufschluBmethoden, wie Erhit- 
zen einer Probe, die Folgeanwendungen erleichtert. 
Man erhalt bei Anwendung des erfindungsgemaBen 
Verfahrens zum Beispiel kurzere zellulare DNA (< 
50 kb) beziehungsweise Gesamtnucleinsauren aus Zel- 
45 len und/oder Viren und/oder (Cdrperflussigkeiten. Die 
Reinigungsmethode (d h. die Bedingungen der Bindung 
und Elution der Nucleinsauren) fuhrt zu einer Fragmen- 
tierung der Nucleinsauren. 
Die Kombination aus chaotropen Agenzien hoher io- 
50 nenstarke und hydrophoben organischen oder anorga- 
nischen Polymeren und/oder Alkoholen und/oder Tri- 
chloressigsaure (TCA) im Adsorptionspuffer gewahrlei- 
stet, daB die Nucleinsauren im Gegensatz zu herkdmm- 
lichen Reinigungsverfahren nach der Lyse quantitativ 
55 und hochspezifisch an der Oberflache des mineralischen 
Tragermaterials wie Quarzfasern fixiert werden und so 
' vor weiterfiihrenden Angriffen der Nucleasen geschfitzt 
sind, wahrend kontaminierende Bestandteile des Lysa- 
tes nicht binden. In diesem fixierten Zustand der Nu- 
60 cleinsauren kdnnen restliche kontaminierende Bestand- 
teile leicht ausgewaschen werden, gefolgt von der Elu- 
tion der sauberen Nucleinsaure in einem kleinen Volu- 
men. Man erhalt so reproduzierbare Kettenlangen von 
durchschnittlich 20 bis 40 kb. Weniger als 10% sind kur- 
65 zer als 10 kb unter den AufschluBbedingungen, wie sie 
in den Beispielen 7 bis 9 beschrieben werden. Dies stellt 
eine optimale Langenverteilung fur eine anschlieBende 
enzymatische Nucleinsaureamplifikation dar. 
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Die spezielle Kombination von Salzen, insbesondere bei dem der AufschluB der Nucleinsauren enthaltenden 
chaotropen Agenzien, und AJkoholen ermdglicht es Quellen im Aufnahme-{Adsorptions-)puffer erfolgt, 
erstmals, Nucleinsauren eines breiten Kettenlangen- wird eine Nucleinsaurepraparation mit bestimmten 
spektrums (10— 100 000 Basenpaare) gleichzeitig zu iso- Langenspektrum der Nucleinsaure mdglich. 
Herenundzureinigen. 5 Das erfindungsgemaBe Verfahren erlaubt es, Nu- 

Die waBrige Adsorptionsldsung hoher Salzkonzen- cleinsauregemische jeglicher Herkunft zu bearbeiten. 
tration enthalt 1 bis 50 VoL-% aliphatischen Alkohols So lassen sich Nucleinsauren aus biologischen QueUen 
einer Kettenlange von 1 bis 5 C-Atomen oder Polyethy- wie Geweben jeder Art, Kflrperflussigkeiten wie Blut, 
lenglykoL Faeces nach entsprechender Probenvorbereitung, die 

Als mineralische Trager kommen pordse oder nicht io jedenfalls eine Aufnahme der Probe in einer LOsung 
pordse Materialien auf Basis von Metalloxiden und Me- hoher Salzkonzentration, vorzugsweise hoher Konzen- 
tallmischoxiden in Frage, wie solche aus Silicagel, Mate- tration an chaotropen Ionen umfaBt, gewinnen. Auch 
rialien, die Qberwiegend aus Glas bestehen, Aluminium- Nucleinsauren, die durch chemische Reaktionen ent- 
oxid, Zeolithe, Titandioxid, Zirkondioxid. standen sind, wie solche, die durch Polymerasekettenre- 

Gegebenenfalls kann das mineralische Trcigermateri- i 5 aktion (PCR) erhalten wurden oder Plasmid-DNA, ge- 
al mit den daran adsorbierten Nucleinsauren mit einer nomische DNA und RNA und/oder Nucleinsauren, die 
Ldsung gewaschen werden, die aufgrund eines relativ aus Mikroorganismen stammen, lassen sich erfindungs- 
hohen Alkoholgehaltes eine Desorption der Nuclein- gemaB trennen und reinigen. 

sauren verhindert Das erfindungsgemaBe Verfahren ist ebenfalls geeig- 

Danach werden die adsorbierten Nucleinsauren mit 20 net, sogenannte Plasmid-DNA-Minipraparationen aus 
einem Puffer geringer Salzkonzentration (Ionenstarke) Escherichia Coli fur die anschlieBende Klonierung oder 
eluiert und die erhaltenen Nucleinsauren oder Nuclein- Sequenzierung zu verwenden; ebenfalls geeignet ist das 
saurefraktionen gesammelt erfindungsgemaBe Verfahren zur Isolierung von DNA 

Als chaotrope Salze kommen Natriumperchlorat, und/oder RNA aus Vollblut, Plasma, Serum, Geweben, 
Guamdmhydrochlorid (GuHCl), Guanidinisothiocyanat 25 Zellkultur, Bakterien, insbesondere Mycobakteriura tu- 
(GTCXKahumiodidinKonzentrationenvonlbis8Min berlosis, Viren wie Cytomegalie-Virus (Nucleinsaure 
Betracht Nutzbar sind ebenfalls konzentrierte Salzld- DNA) aus RNA-Viren wie HIV, Hepatitis B, Hepatitis 
sungen > 1 M NaCI. KCI, LiCl eta, Reagenzien wie Q Hepatitis-5. Nucleinsauren im Sinne des erfindungs- 
beispielsweise Harnstoff (> 1 M) und Kombinationen gemaBen sind auch Oligonucleotide. Die Nucleinsauren 
dieser Bestandteile. Die in der Losung der chaotropen 30 k5nnen desweiteren aus Sequenzierreaktionen oder an- 
Salze vorhandenen niederen Alkohole sind Methanol, deren vergleichbaren Reaktionen stammen. Die Prapa- 
Ethanol, Isopropanol, Butanol und Pentanol in Mengen ration von DNA oder RNA aus Vollblut ist inbesondere 
von 1 bis 50%, insofern sie in diesen Bereichen mit geeignet zur anschlieBenden HIA-Typisierung. Das er- 
Wasser mischbar sind Die vorzugsweise verwendbaren findungsgemaBe Verfahren ist insbesondere geeignet 
Ethylenglykole weisen Molekulargewichte von 1000 bis 35 zur Isolierung von Nucleinsauren aus Mycobakterium 
100 000, insbesondere von 6000 bis 8000 auf. Das Polyet- tuberkulosis. Hierbei mOssen recht drastische Auf- 
hylenglykol kann dem Puffer hoher Ionenstarke in Men- schluBmethoden eingehalten werden, wobei konventio- 
gen yon 1 bis 30% zugesetzt sein. nelle IsoUerungstechniken nur unbefriedigende Resulta- 

Die PartikelgroBe der mineralischen Tragermateria- te liefern. 
lien betragt vorzugsweise 0,1 urn bis 1000 urn. Werden 40 Eine im erfindungsgemaBen Verfahren vorzugsweise 
pordse mmeralische Trager verwendet wie beispiels- zu verwendende Vorrichtung ist ein insbesondere zylin- 
weise poroses SUicagel, pordses Glas, pordses Alumini- drischer HohlkSrper mit einer Ein- und AuslaBoffnung. 
umoxid, Zeolithe weisen die Poren vorzugsweise eine In der Nahe der AusIaBdffnung, in FlieBrichtung der 
PorengrdBe von 2 bis 1000 nm auf. Das Tragermaterial Losung durch den Hohlkdrper gesehen, ist das minerali- 
kann beispielsweise in Form loser SchQttungen vorhe- 45 sche Tragermaterial angeordnet, an welchem die Nu- 
gen und mit den die zu trennenden und reinigenden cleinsauren zu adsorbiert werden. Eine Einrichtung, die 
Nucleinsauren enthaltenden Losungen in Kontakt ge- in einer bevorzugten AusfOhrungsform aus zwei Qber- 
bracht werden. einander angeordneten, einen Zwischenraum bildenden 

Vorzugsweise smd jedoch die pordsen und nicht po- Polyethylenfritte besteht, fixiert das Tragermaterial, 
rdsen TYagermaterialien als Filterschichten ausgebildet 50 welches sich im Zwischenraum zwischen den Polyethy- 
und in einem Hohlkdrper mit Ein- und AuslaBdffnung lenfritten befindet, in dem Lumen des Hohlkdrpers. Die 
angeordnet Die Filterschichten bestehen entweder aus Einrichtung zur Befestigung des Tragermaterials kann 
gerichteten (gewebten) oder ungerichteten Fasern aus auch eine selbsttragende Membran sein, in der das Tra- 
Glas, Quarz, Keramik oder anderen Materialien wie Mi- germaterial eingebettet ist Die Befestigung des Trager- 
neralien oder aus einer Membran, in der Silicagel ange- 55 materials bzw. der Einrichtungen, die das Tragermateri- 
ordnet ist al fixieren, kann durch Reibungs- oder Spannungskrafte, 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist in hervorragen- wie sie beispielsweise durch Einklemmen dieser Einrich- 
der Weise geeignet, Nucleinsauregemische zu trennen, tungen in dem HohlkOrper entstehen, bewirkt werden 
insbesondere auch kurzkettige Nucleinsauren, die sich und/oder durch eine Fixierung der Einrichtungen mit 
in den Ketteniangen nur geringfugig unterscheiden. So 60 einem Spannring erf olgen. 

lassen sich beispielsweise DNA-Fragmente einer GrdBe Die PorengrdBe der Einrichtung, vorzugsweise Poly- 
von beispielsweise 100 bp von kleineren einzelstrangi- ethylen- oder Polypropylenfritten, muB dabei groB ge- 
gen Oligonucleotiden zum Beispiel einem 39 mer tren- nug sein, urn die Bestandteile des Lysates verstopfungs- 
nen. Dabei wird die DNA-Ausbeute dann urn 60 bis 70% frei hindurchflieBen zu lassen. Vorzugsweise haben die 
gesteigert, verglichen mit anderen konventionellen Rei- 65 Einrichtungen eine PorengrdBe von 5 bis 200 urn. Diese 
nigungsmethoden, wie Ultrafiltration, HPLC oder Ver- Vorrichtung erlaubt erstmals die einfache, schnelle und 
wendung chaotroper Salze allein. reproduzierbare Isolierung von Nucleinsauren auch aus 

Bei Anwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens, hochviskosen Lysaten, die sehr viel Protein enthalten 
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(z. B. Blutlysate, welche einen sehr hohen Hamoglobin- 
gehalt aufweisen). 

In ciner besonders bevorzugten Ausftihrungsform ist 
das mineralische Tragermaterial eine netzartige Mem- 
bran aus Silicagel-, Glas- oder Quarzfasern, mit einer 5 
PorengroBe < 0,5 urn, an die die freigesetzten Nuclein- 
sauren adsorbiert werden. 

Eine ebenfaUs bevorzugte Ausfflhrungsform stellt ei- 
ne Vorrichtung dar, bei der das mineralische Trigerma- 
teriai ein partikelfdrmiges anorganisches Polymeres wie 10 
Kieselgel oder Quarzgel mit einer PartikelgrdBe von 15 
bis 25 |im ist 

Der Hohlkftrper kann zum Beispiel ein handelsQbli- 
ches Rdhrchen sein. Zwischen den zwei eng eingepreB- 
ten Einrichtungen, zum Beispiel Polyetfaylenfritten mit 15 
einer PorengrdBe von 50 bis 200 \im, befindet sich eine 
oder mehrere Lagen einer Membran mit 0,1 bis 1 \im 
groBen Poren, welche aus Silica-, Glas- oder Quarzfa- 
sern oder Kieselgelen besteht Die Membran weist eine 
Dicke von ca. 0,2 bis 1 ,0 mm, insbesondere 0,6 mm auf. 20 

Die Kapazitat des Membranmaterials ist etwa 20 bis 
100 jig DNA. Durch Obereinanderlegen entsprechen- 
der Membranen IftBt sich selbstverstandlich die Kapazi- 
tat fur DNA erhohen. Bei geringer mechanischer Bela- 
stung ist auch ein randstandiges VerschweiBen oder 25 
Verkleben der Membran denkbar, wodurch die stabili- 
sierende Wirkung der Einrichtungen entfallen kann, so 
daB die Membran den Hohlkorper ohne die Einrichtun- 
gen verschiieBt Dabei kann die Membran durch das 
Aufsetzen eines Spannringes im Hohlkorper fixiert wer- 30 
den. 

Es ist ebenfalls mdglich, mit dem beschriebenen Kie- 
selgel, das zwischen 2 Polyethylen-Fritten mit einer Po- 
rengrdBe von 35 ujn angeordnet ist, kleine Saulen zu 
fflllen. Vorzugsweise wird die obere Einrichtung mit 35 
groBeren Poren (100-200 urn) gewahlt Die Saulen 
werden vorzugsweise mit ca. 70 mg Silicagel entspre- 
chend 3 ram FtillhShe beschickt 

Bevorzugt ist auch die Anwendung des oben be- 
schriebenen Verfahrens in Strips mit je 8 paralleien Pra- 40 
parauonsmftglichkeiten, im Mikrotitrationsplattenfor- 
mat (96 Praparationsmdglichkeiten fast gleichzeitig) 
und/oder in Kombination mit einem Filtrationsschritt 
und/oder einem Entsalzungsschritt.(Siehe Patentanmel- 
dungen P 41 27 276A P 41 39 664.2 des gleichen Anmel- 45 
ders> 

In einer bevorzugten Ausffihrungsforrn der Vorrich- 
tung wird eine 0,5 bis 1,5 mm dicke Polyethylenfritte rnit 
einer Porosit&t von ca. 10 urn in eine Zentrifugen-Chro- 
matographiesaule in Form eines im wesentlichen zylin- 50 
drischen Hohlkdrpers eingeklemmt Ober diese Fritte 
ist eine etwa doppelt so dicke Schicht aus Silicagel einer 
Partikelgr&Be von etwa 10 bis 15 \im und einer Porositat 
von 40 bis 120 A und mit einer zweiten Fritte, die von 
gleicher Art sein kann wie die erste Fritte, verschlossen. 55 
Vorzugsweise kann die Silicagelschicht durch Druck 
zwischen den Fritten komprimiert werden. 

Eine andere Ausfflhrungsform der Chromatographie- 
saule weist als Tragermaterial GlasfaserbruchstOcke mit 
einer LSnge von 10 bis 300 u,m zwischen zwei Polyethy- eo 
lenfritten auf, die eine Porositat von ca. 50 urn besitzen. 
Als Tragermaterial kommen auch Glasfaserpapiere, 
Quarzfaserpapiere, Glasfasergewebe und andere mine- 
ralische Papiere und Gewebe in BetrachL 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform der Vor- 65 
richtung weist eine Membran, in die Silicagelpartikel 
eingebettet sind, in der Nfihe der AuslaBdffnung auf. In 
diesem Fall kann die vorzugsweise selbsttragende 



Membran insbesondere mit einem Spannring fixiert 
werden. Als Silicagelmembran kommt in vorteilhafter- 
weise eine Empore-SI-Membran der Finna Baker in 
Betracht Ebenfalls, insbesondere mit einem Spannring, 
laBt sich eine Silicalgelmembran bestehend aus Silicagel 
und pordsem PVC im Lumen des zylindrischen Hohl- 
korpersbefestigea 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens wird die beschriebene Vor- 
richtung beispielsweise in einer ihrer AusfQhrungsfor- 
men mit der L6sung des zu trennenden Nucleinsaurege- 
misches beschickt Die Losung wird dann durch Aiilegen 
eines Unterdrucks oder Zentrifugation oder gleichwir- 
kende MaBnahme sowie Kombinationen davon durch 
den mineralischen Trager passiert Dabei werden die 
Nucleinsauren an dem Tragermaterial adsorbiert, so- 
fern die Losung eine hohe Ionenstarke (Salzkonzentra- 
tion) aufweist 

Die Erfindung wird anhand der nachfolgenden Bei- 
spiele naher eriautert 

Beispiel 1 

Isolierung von high copy Plasmid-DNA 

Das Plasmid pUC 18 enthaltende E coli Zellen aus 
einer 3 ml HB 101 Kultur werden abzentrifugiert und in 
0^5 ml Puffer PI (10 mM Tris-HCl, pH 8, 100|tg/ml 
RNAseA) resuspendiert und durch die Zugabe von 
0,25 ml Puffer P2 (0^ M NaOH, 2% SDS) lysiert Die 
Probe wird durch die Zugabe von 0,35 ml Puffer N3 (4,2 
M Guanidinhydrochlorid, 0,9 M K- Acetat, pH 4,8) neu- 
tralisiert und gleichzeitig auf eine Endkonzentration 
von 1,75 M GuHQ eingestellt Die lysierte Probe wird 
10 min. bei 13 000 rpm in einer Eppendorf-Minizentrifu- 
ge abzentrifugiert, um die Zellbruchstucke und das aus- 
gefallene SDS zu entfernen. Der Oberstand mit der 
Plasmid-DNA wird sofort auf eine Zentrifugen-Chro- 
matographiesaule pipettiert Die Zentrifugen-Chroma- 
tographiesaule wird in einem 2 ml Zentrifugenrdhrchen 
zentrifugiert und durch nochmaliges Zentrifugieren von 
0^ ml PB Puffer (5 M Guanidinhydrochlorid, 30% Iso- 
propanol) gewaschen, urn Verunreinigungen und Prote- 
ine zu entfernen. Die Zentrifugen-Chromatographie- 
saule wird 1 x durch Durchzentrifugieren von 80% Et- 
hanol/Wasser salzfrei gewaschen und anschlieBend 30 
bis 60 sec. zentrifugiert, um das Qberschflssige Ethanol 
komplett zu entfernen. Zur Elution werden 0,05—0^ ml 
Elutionspuffer (10 mM Tris-HCl, pH 8,5) durch die Zen- 
trifugen-Chromatographiesaule in ein 1,5-ml-Zentrifu- 
genrohrchen zentrifugiert Die Plasmid-DNA liegt jetzt 
in konzentrierter Form in einer Losung mit sehr niedri- 
ger Salzkonzentration vor. Die Ausbeute betragt 15 jig 
bis 20 u.g Plasmid-DNA mit einem A260/A280 Verhait- 
nisvon 1,75. 

Beispiel 2 

Isolierung von high copy Plasmid-DNA aus 5 ml 
Kulturen 

Nach Beispiel 1 wird ein Zell-Lysat einer 5 ml Plasmid 
pUC 18/XL 1 Blue Kultur hergestellt und durch eine 
Zentrifugen-Chromatographiesaule, welche eine Silical- 
gelschttttung enthalt, zentrifugiert und gewaschen. Die 
Plasmid-DNA wird mit 0,1 ml auf 80° C erwarmtem TE- 
Puffer (10 mM Tris-HCl, pH 8,5, 1 mM EDTA) eiuiert 
Die Ausbeute betragt 15-20 jig Plasmid DNA mit ei- 
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nemA260/A280 Verhaitnis von 1,7. 

Beispiel3 

Isolierung von low copy Plasmid-DN A 5 

Nach Beispiel 1 wird ein Zell- Lysat einer 5 ml Plasmid 
pBR322/XL 1 Blue Kultur hergestellt und durch eine 
Zentrifugen-Chromatographiesaule mit einer Glas- 
oder Quarzfasermembran zentrifugiert und gewaschen. 10 
Die Plasmid-DNA wird mit 0,1 ml auf 80° C erwarmten 
TE-Puffer (10 mM Tris-HCl, pH 8,5, ImM EDTA) elu- 
iert Die Ausbeute betragt 5— 10p.g Plasmid DNA mit 
einem A260/A280 Verhaitnis von 1,7. 

Beispiel 4 

Reinigung von Aroplifikationsprodukten 

Eine 100 uJ PCR-Amplifikationsreaktion wird mit 
500 uJ Puffer PB (5 M GuHCl, 30% Isopropanol) ver- 
mischt, wobei ein vorheriges Abt rennen des den Reak- 
tionsansatz Qberschichtenden Paraffindls nicht notig ist 
Dieses Gemisch wird auf eine Zentrifugen-Chromato- 
graphiesauie, welche eine Silicagelmembran enthalt, pi- 
pettiert und in einem 1,5 ml Zentrifugenrohrchen zentri- 
fugiert Die Zentrifugen-Chromatographiesaule wird 
durch Behandeln mit 80% EtOH/Wasser annahernd 
salzfrei gewaschen. Zur Elution werden 50 uJ Elutions- 
puffer (10 mM Tris, pH 8,5) durch die Zentrifugen-Chro- 
matographiesaule in ein anderes Zentrifugenrohrchen 
zentrifugiert Das so gereinigte PCR Produkt ist frei von 
Primern, dNTPs, Polymerase und Salzen und kann bei- 
spieisweise direkt fOr eine Sequenzierungsreaktion in 
einem ABI-Sequencer unter Verwendung des "Cyle-Se- 
quencing" Protokolls eingesetzt werden. 

Beispiel 5 

Reinigung von DNA nach Restriktionsreaktionen 

1 jig DNA wird mit einer Restriktionsendonuclease 
behandelt Diese DNA Restriktionsreaktion wird nach 
Beispiel 4 mit 500 uJ PB Puffer vermischt und es wird 
weiter wie in Beispiel 4 verfahren. Die nach Elution 
erhaltene DNA ist frei von Restriktionsendonucleasen 
und Salzen, das 260/280 Verhaitnis betragt 13. 

Beispiel 6 

Reinigung von DNA nach enzymatischer radioaktiver 
Markierung 

1 jig DNA werden mit Hilfe des Oligolabellings, in 
Anwesenheit von Gamma P32-ATP radioaktiv mar- 
kiert Der Reaktionsansatz wird wie in Beispiel 4 behan- 
delt Hierdurch wird die markierte DNA von nicht ein- 
gebauten dNTPs, Gamma-P32 ATP, Salzen und Kle- 
now-PoIymerase gereinigt und kann direkt fur die Hy- 
bridisierungsreaktion eingesetzt werden. 

Beispiel 7 

Nucleinsaure-Praparation aus Blut 

Gesamt-Nucleinsaure-Praparation aus Blut: 200 uJ 
Citrat-, Heparin- oder EDTA-BIut werden in einem 
1,5 ml PPN-Rdhrchen mit 200 ul einer Losung aus ei- 
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nem MM chaotropen Salz (Guanidinhydrochlorid 
(GuHCl), Guamdinisothiocyanat (GTC), Kaliumjodid), 
evtl. einem organischen L6sungsmittel (Phenol, Chloro- 
form, Ether) und einem 5— 100%igen Detergens 
(NP40; Tween 20, Triton X-100, SDS, CTAB) versetzt 
AnschlieBend werden 200—1000 ug einer Protease zu- 
gefOgt und es wird fOr 10 min. bei 70°C oder fur Umgere 
Zeit bei niedrigeren Temperaruren (z.B. 30 min bei 
Raumtemperatur) inkubiert In diesem Schritt erfolgen 
gleichzeitig die effiziente Lyse aller eukaryontischen 
und/oder prokaryontischen Zellen und/oder Viren 
(gleichzeitige Inaktivierung infektidser Pathogene) und 
Denaturierung und enzymatischer Abbau von Prote- 
inen (gleichzeitig Entfernung der an die Nucleinsauren 
15 gebundenen P^oteineX Durch Zugabe von 210 ul eines 
95— 100%igen Alkohols (Methanol, Ethanol, n-Propan- 
ol Isopropanol, PEG, sekundare und tertiare, kurz- oder 
langkettige Alkohole) werden fur Nucleinsauren hoch- 
spezifische Bindebedingungen erzeugt und das so einge- 
20 stellte Lysat wird auf die Vorrichtung aufgetragen. 
Durch Zentrifugation oder Druck wird das Lysat so- 
dann durch die Membran oder Gelmatrix geleitet, wo- 
bei die Nucleinsauren reversibel an die Membranfasern 
oder Gelpartikel binden. Mit 0,7 ml 100 mM NaCl, 10 
25 mM Tris-HCl pH 7 A 30-80% eines reinen Alkohols 
(Methanol, Ethanol, n-Propanol, Isopropanol, PEG, se- 
kundare und tertiare, kurz- oder langkettige Alkohole) 
oder eines Alkoholgemisches werden die Verunreini- 
gungen wie Proteine, Ham, Heparin, Eisenionen, Meta- 
30 bolite etc. ausgewaschen. Die DNA wird entweder mit 
einem Niedrigsalzpuffer (10 mM Tris-HCl pH 9,0) oder 
destiliertem (deionisierten) Wasser eluiert Der Vortei! 
dieser Elutionsverfahren besteht darin, daB die so ge- 
wonnene DNA direkt ohne weitere F&llungs- oder Urn- 
35 pufferungsschritte in Folgereaktionen, insbesondere der 
PCR, eingesetzt werden kdnnen. Die Praparation von 
Nucleinsauren aus anderen KOrperflOssigkeiten wie 
z. B. Sperma, Sputum, Urin, Stuhl, SchweiB, Speichel, 
Nasenschleim, Serum, Plasma, Liquor eta ist auch m6g- 
40 lich. 

Diese einfache Methode zur Isolierung von Nuclein- 
sauren weist ein hohes Automatisierungspotential ins- 
besondere in Verbindung mit den Anmeldungsgegen- 
standen der DE-A 41 27 276.5, WO 93/1 1218, 
45 WO 93/1 121 1 und DE-A 41 39 664.2 auf. 

Beispiel 8 

Gesamt-Nucleinsaure-Praparation aus geringsten 
50 Blutmengen oder Spuren 

1 —50 ul Citrat-, Heparin- oder EDTA-BIut, oder ge- 
frorenes und wieder aufgetautes Blut, oder renaturier- 
tes Blut aus getrockneten Spuren in Textilgewebe, wer- 
55 den in einem 1,5 ml PPN-R6hrchen mit 1 —50 ul einer 
L6sung aus einem 4— 8 M chaotropen Salz (Guanidin- 
nydrochlorid, Guanidinisothiocyanat, Kaliumjodid), evtL 
einem organischen Ldsungsmittel (Phenol, Chloroform, 
Ether) und einem 1 — 100%igen Detergenz (NP40; 
60 Tween 20, Triton X-100, SDS, CTAB) versetzt Anschlie- 
Bend werden 1 —200 u.g einer Protease zugefOgt und es 
wird fur 1 min. bei 70° Coder fur langere Zeit bei niedri- 
geren Temperaturen (z. B. 10 min bei Raumtemperatur) 
inkubiert 

65 In diesem Schritt erfolgen gleichzeitig die effiziente 
Lyse aller eukaryontischen und/oder prokaryontischen 
Zellen und/oder Viren (gleichzeitige Inaktivierung in- 
fektidser Pathogene) und Denaturierung und enzymati- 
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scher Abbau von Proteinen (gleichzeitig Entfernung der 
an die Nucleinsfiuren gebundenen Proteine)i Durch Zu- 
gabe von 1/2 Volumen eines 95— 100%igen Alkohois 
(Methanol, Ethanol, n-Propanol, Isopropanol, sekundfire 
und tertiare, kurz- oder langkettige Alkohole) oder or- 5 
ganischen Polymeren (PEG) werden fur Nucleinsauren 
hochspezifische Bindebedingungen erzeugt und das so 
eingestellte Lysat wird auf die Vorrichtung aufgetragen. 
Durch Zentrifugation oder Druck wird das Lysat so- 
dann durch die Membran oder Gelmatrix geleitet, wo- 10 
bei die Nucleinsiuren reversibel an die Membranfasern 
oder Gelpartikel binden. Mit 0,7 ml 100 mM NaCI, 10 
mM Tris-HCl pH 7,5, 30—80% eines reinen Alkohois 
(Methanol, Ethanol, n-Propanol, Isopropanol, PEG, se- 
kundare und tertiare, kurz- oder langkettige Alkohole) 15 
oder eines Alkohoigemisches werden die Verunreini- 
gungen wie Proteine, Ham, Heparin, Eisenionen, Meta- 
bolite eta ausgewaschen. Die DNA wird entweder mit 
einem Niedrigsaizpuffer (10 mM Tris-HCl pH 9,0) oder 
destilliertem (deionisierten) Wasser eluiert Der Vorteil 20 
dieser Elutionsverfahren besteht darin, daB die so ge- 
wonnene DNA direkt ohne weitere F511ungs- oder Ura- 
pufferungsschritte in Folgereaktionen, insbesondere der 
PCR, eingesetzt werden kann. 

Dieses Verfahren ist auch zur Preparation von Nu- 25 
cleinsauren aus kleinsten Mengen anderer Korperflus- 
sigkeiten (Sperma, Sputum, Urin, Stuhl, SchweiB, Spei- 
chel, Nasenschleim, Serum, Plasma, Liquor eta) oder 
getrockneten Spuren derselben geeignet 

Diese einfache Methode zur Isolierung von Nuclein- 30 
s£uren weist ein hohes Automatisierungspotential ins- 
besondere in Verbindung mit den Anmeldungsgegen- 
standen der DE-A 41 27 2765, WO 93/11218, 
WO 93/1 121 1 und DE-A 41 39 664.2 auf. 

35 

Beispiel 9 

Gesamt-Nudeinsaure-Praparation aus Gewebe 

100 |xg bis 10 mg eines Gewebes werden in einem 40 
PPN-Rdhrchen mit einer Ldsung aus einem 4—8 M 
chaotropen Salz (Guanidinhydrochlorid, Guanidinisot- 
hiocyanat, KaUumjodid), evtl einem organischen L6- 
sungsmittel (Phenol, Chloroform, Ether) und einem 
5-100%igen Detergens (NP40; Tween 20, Triton 45 
X-100, SDS, CTAB) versetzt und mit Hilfe eines kom- 
merziell erhaltlichen Homogenisators oder durch M6r- 
sern in flussigem Stickstoff homogenisiert Anschlie- 
Bend werden 100— 1000 p.g einer Protease zugefugt und 
es wird fur 10—20 mia bei 70° C oder fur Iangere Zeit 50 
bei niedrigeren Temperaruren (z. B. 30 — 60 min bei 
Raumtemperatur) inkubiert In diesera Schritt erfolgen 
gleichzeitig die effiziente Lyse aller eukaryontischen 
und/oder prokaryontischen Zellen und/oder Wen 
(gleichzeitige Inaktivierung infektidser Pathogene) und 55 
Denaturierung und enzymatischer Abbau von Prote- 
inen (gleichzeitig Entfernung der an die Nucleinsauren 
gebundenen Proteine). Durch Zugabe von V2 Volumen 
eines 95— 100%igen Alkohois (Methanol, Ethanol, 
n-Propanol, Isopropanol, PEG, sekundare und tertiare, 60 
kurz- oder langkettige Alkohole) werden fflr Nuclein- 
sauren hochspezifische Bindebedingungen erzeugt und 
das so eingestellte Lysat wird auf die Vorrichtung aufge- 
tragen. Durch Zentrifugation oder Druck wird das Lysat 
sodann durch die Membran oder Gelmatrix geleitet, 65 
wobei die Nucleinsauren reversibel an die Membranfa- 
sern oder Gelpartikel binden. Mit 0,7 ml 100 mM NaCi, 
10 mM Tris-HCl pH 7,5, 30-80% eines reinen Alkohois 
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(Methanol, Ethanol, n-Propanol, Isopropanol, PEG, se- 
kundare und tertiare, kurz- oder langkettige Alkohole) 
oder eines Alkohoigemisches werden die Verunreini- 
gungen wie Proteine, Ham, Heparin, Eisenionen, Meta- 
bolite etc. ausgewaschen. Die DNA wird entweder mit 
einem Niedrigsalzpuffer (10 mM Tris-HCl pH 9,0) oder 
destilliertem (deionisierten) Wasser eluiert Der Vorteil 
dieser Elutionsverfahren besteht darin, daB die so ge- 
wonnene DNA direkt ohne weitere Fallungs- oder Urn- 
pufferungsschritte in Folgereaktionen, insbesondere der 
PCR, eingesetzt werden kdnnen. 

Diese einfache Methode zur Isolierung von Nuclein- 
sauren funktioniert reproduzierbar aus alien Geweben, 
u. a. auch aus Tumoren und weist ein hohes Automati- 
sierungspotential, insbesondere in Verbindung mit den 
Anmeldungsgegenstanden der DE-A-41 27 2763, 
WO 93/1 1218, Wo 93/11211 und DE-A-41 39664J2 des 
gleichen Anmelders auf. 

Beispiel 10 

Reinigung von DN A-Fragmenten aus Agarosegelen 

Ein DNA-Fragment wird in einem Agarosegel (TAE 
oder TBE 0,5—2% aufgetrennt Das zu isolierende 
DNA-Fragment wird aus dem Gel ausgeschnitten und 
in einem 1,5 ml Eppendorf-GefaB mit 300 ul QX1 Puffer 
(7 M NaPO* 10 mM NaAc, pH 5,3) vermischt Nach 10 
minutiger Inkubation bei 50° C hat sich die Agarose auf- 
gel6st Diese Ldsung wird auf eine Zentrifugen-Chro- 
matographiesaule nach Beispiel 1 gegeben und durch- 
zentrifugiert Die Zentrifugen-Chromatographiesaule 
wird nun mittels Zentrifugieren von 80% Ethanol/Was- 
ser durch die Saule salzfrei gewaschen und anschlieBend 
I min. zentrifugiert, um uberschussiges Ethanol kom- 
piett zu entfernen. Zur Elution werden 0,05 ml Elutions- 
puffer (10 mM Tris-HCl, pH 8,5) auf die Chromatogra- 
phiesaule gegeben und durchzentrifugiert 

Beispiel 11 

Reinigung von DNA-Fragmenten aus Polyacrylamid 
(PAA)-Geien 

Das zu isolierende DNA-Fragment wird aus dem 
PAA-Gel ausgeschnitten und in ein 2 ml Eppendorf-Ge- 
faB uberffihrt, zerkleinert und mit 500 uJ PAA-EIutions- 
puffer (500 mM NH^Ac, 100 mM MgAc* 1 mM EDTA, 
0—1% SDS) vermischt Das Gemisch wird 30 min. bei 
50°C inkubiert und anschlieBend mit 300 ul QX1 Puffer 
versetzt und fiber eine Zentrifugen-Chromatographie- 
saule zentrifugiert Die Zentrifugen-Chromatographie- 
siule wird nun mit 80% Ethanol/Wasser salzfrei gewa- 
schen und anschlieBend 1 min. zentrifugiert, um uber- 
schussiges Ethanol komplett zu entfernen. Zur Elution 
werden 0,1 ml Elutionspuffer (10 mM Tris-HCl, pH 8,5) 
auf die Chromatographiesaule gegeben und durchzen- 
trifugiert 

Beispiel 12 

Reinigung von groBen ( > 3000 bp) PCR-Fragementen 

Eine 100 ul PCR-Amplifikationsreaktion wird mit 
500 ul Puffer QXB (5 M GuHCl) vermischt, wobei ein 
vorheriges Abtrennen des den Reaktionsansatz tiber- 
schichtenden Paraffinols nicht notig ist Zur weiteren 
Aufreinigung wird wie in Beispiel 4 verfahren. 
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Beispiel 13 

Reinigung von eiiizelstrangigen PCR-Produkten 

Ein 100 \i\ Amplifikationsansatz einer asymmetri- 5 
schen PCR wird mit 500 uJ PB-Puffer (5 M GuHQ 30% 
Isopropanol) vermischt Zur weiteren Aufreinigung 
wird wie in Beispiel 4 verfahren. Zur Elution werden 
0,05 mi Elutionspuffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,5) auf die 
Chromatographiesaule gegeben und durchzentrifugiert 10 
Das Eluat enthalt ca. 90% des einzelstrangigen PCR- 
Produktes, welches direkt fQr die zweite Amplifikation 
oder zum Sequenzieren eingesetzt werden kann. 

Beispiel 14 15 

Gesamt-Nucleinsaurepraparation aus Gewebe oder 
Zellen 

Bis zu 50 mg eines Gewebes oder bis zu 10 6 Zellen 20 
werden in 400 uJ einer gepufferten chaotropen Ldsung 
(4 M GTC, 25 mM Natriumcitrat pH 7 A 2% 2-Mercap- 
toethanol) — gegebenenfalls versetzt mit einem 
5— 100%igem Detergens (NP40, Tween 20, Triton- 
X-100, SDS, CTAB, Sarkosyl) — homogenisiert In die- 25 
sem Schritt erfolgen gleichzeitig die effiziente Lyse aller 
eukaryontischer und/oder prokaryontischen ZeUen 
und/oder Viren (gleichzeitige Inaktivierung infektidser 
Pathogene) und Denaturierung von Proteinen (insbe- 
sondere Ribonucleasen; gleichzeitig Entfernung der an 30 
die Nucleinsauren gebundenen Proteine). Durch Zuga- 
be von 260 uJ eines 100%igen Alkohols (Methanol, Et- 
hanol, n-Propanol, Isopropanol) werden fur Nucleinsau- 
ren hochspezifische Bindebedingungen erzeugt Das so 
eingestellte Lysat wird auf die Vorrichtung auf getragen. 35 

AnschlieBend werden Verunreinigungen wie Prote- 
ine. Ham, Heparin, Metabolite und Polysaccharide mit 
700 ul eines Waschpuffers bestehend aus 1 M GTC, 25 
mM Tris/Hd, pH 7 A 40% eines Alkoholes (Methanol, 
Ethanol, n-PropanoI, Isopropanol) sowie 700 ul eines 40 
Waschpuffers bestehend aus 10 mM Tris/HCl, pH 7A 
80% eines Alkoholes (Methanol, Ethanol, n-Propanol, 
Isopropanol) ausgewaschen. Die NucleinsSuren werden 
entweder mit einem Niedrigsalzpuffer (10 mM Tris, pH 
7,5) oder destilliertem (deionisiertem) Wasser eluiert 45 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur chromatographischen Reinigung 
und Trennung von Nucleinsauregemischen durch 50 
Adsorption der zu trennenden und reinigenden Nu- 
cleinsauren aus einer Ldsung, die eine hohe Salz- 
konzentration (lonenstarke) und/oder eine hohe 
Alkoholkonzentration aufweist an einen Trager, 
gefolgt von einer Desorption von dem Trager mit- 55 
tels einer Ldsung mit geringerer Salzkonzentration 
(lonenstarke), dadurch gekennzeichnet, daB das . 
Nucleinsauregemisch 

— an einem pordsen oder nicht pordsen mine- 
ralischen Trager aus Metalloxiden und/oder 60 
Metallmischoxiden, Silicalgel, Materialien, die 
flberwiegend aus Glas bestehen, Aluminium* 
oxid, Zeolithe, Utandioxid, Zirkondioxid aus 
einer waBrigen Adsorptionsldsung mit hoher 
Salzkonzentration (lonenstarke) und mit 1 bis 65 
50 VoL-% ah'phatischen Alkohols einer Ket- 
tenlange von Ci — C5 und/oder Polyethylengly- 
kol (PEG) und/oder hydrophobe, anorgani- 



904 Al 

14 

sche und/oder organische Polymere und/oder 
Trichloressigsaure (TCA) adsorbiert wird, 

— gegebenenfalls mit einer Waschidsung ge- 
waschen und danach 

— mit einer Ldsung geringerer Salzkonzentra- 
tion (lonenstarke) eluiert wird und die erhalte- 
ne Nucleinsaure oder Nucleinsaurefraktion 
gesammeltwird 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei als Salze in 
der Adsorptionsldsung chao trope Salze verwendet 
werden wie Natriumperchiorat, Guanidinhydro- 
chlorid, Guanidinisothiocyanat, Natriumjodid in 
Konzentrationen von 1 bis 8 M. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, wobei 
die Ionenstarken der Salzldsungen mit 1 bis 10 M 
Lithiumchlorid, Natriumchlorid, Kaliumchlorid, 
Natriumacetat, Reagenzien wie z.B. Harnstoff 
und/oder Mischungen davon eingestellt wird 

4. Verfahren nach mindestens einem der AnsprQche 
1 bis 3, wobei die PartikelgroBe des mineralischen 
Tragermaterials 0,1 um bis 1000 uon betragt 

5. Verfahren nach mindestens einem der AnsprQche 
1 bis 4, wobei verwendete pordse mineralische TrS- 
germaterialien eine PorengrdBe von 2 bis 1000 nm 
aufweisen. 

6. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 
1 bis 5, wobei die pordsen oder nicht pordsen Tra- 
germaterialien in Form von losen Schuttungen vor- 
liegen. 

7. Verfahren nach mindestens einem der Ansprflche 
1 bis 5, wobei die pordsen oder nicht pordsen TrS- 
germaterialien als Filterschichten ausgebildet sind 
in Form von Filterschichten aus Glas, Quarz oder 
Keramik und/oder einer Membran, in der Silicagel 
angeordnet ist und/oder als Partikel oder Fasern 
aus mineralischen Tragern und Geweben aus 
Quarz oder Glaswolle vorliegen. 

8. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 
1 bis 7, wobei die zu trennenden und zu reinigenden 
Nucleinsauren aus biologischen Quellen wie Zell- 
kulturen, Geweben jeder Art, Kdrperflilssigkeiten 
wie Blut, Plasma, Serum, Urin, Faeces, Mikroorga- 
nismen wie Bakterien, insbesondere Mycobakteri- 
umtuberkulosis, Viren wie Cytomegalic- Virus, HIV, 
Hepatitis B, Hepatitis C, Hepatitis-8- Virus, stam- 
men, die Nucleinsauren durch Polymerasekettenre- 
aktion (PCR) erhaltene Produkte, Plasmid-DNA, 
genomische DNA, RNA, Nucleinsauren aus Mikro- 
organismen wie Plasmid-DNA, chromosomale 
DNA oder RNA und/oder Nucleinsauren aus Se- 
quenzanalysen sind. 

9. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 
1 bis 8, wobei die Nucleinsauren nach Fraktionie- 
rung zu weniger als 10% kiirzer als 10 kb sind. 

10. Verfahren nach mindestens einem der Anspru- 
che 1 bis 9, wobei die Nucleinsauren Oligonucleoti- 
de sind. 

11. Verwendung des Verfahrens nach mindestens 
einem der Ansprtlche 1 bis 10 zur Reinigung und 
Trennung von Nucleinsaurefragmenten nach Mo- 
difizierungsreaktionen. 

12. Vorrichtung zur DurchfOhrung des Verfahrens 
nach einem der Ansprtlche 1 bis 10 aus einem Hohl- 
kdrper mit Ein- und AuslaBdffnung, wobei im Lu- 
men des Hohlkdrpers eine Einrichtung angeordnet 
ist, die das Tragermaterial zur Adsorption der zu 
trennenden Nucleinsauren fixiert, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB 
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— die Einrichtung zwei Qbcreinander ange- 
ordnete, einen Zwischenraum ausbildenden 
Polyethlenfritten sind, wobei das Tragennate- 
rial zwischen den Polyethylenfritten angeord- 
netistoder 5 

— die Einrichtung eine selbsttragende Mem- 
bran ist, in welcher das Trfigermaterial einge- 
bettet ist 

13. Vorrichtung nach Anspruch 12, wobei die Befe- 
stigung der Einrichtungen im Lumen des Hohlk6r- io 
pers durch Reibungsund/oder Spannungskrafte 
und/oder durch Fixierung mit einera Spannring er- 
folgt 

14. W&Brige Ldsung enthaltend Sake hoher Kon- 
zentrationen und 1-50 Vol-%, C1-C5 Alkohole 15 
und/oder PEG und/oder hydrophobe anorganische 
und/oder organische Polymere. 

15. Verwendung einer Ldsung nach Anspruch 13 als 
Pufferldsung zur Bindung von Nucleinsauren an 
mineralische Trlger aus Nucleinsauren enthalten- 20 
den Gemischea 

16. Zusammenstellungen in Kitform enthaltend ei- 
ne waBrige Ldsung nach Anspruch 14 sowie Vor- 
richtungen nach einem der Anspruche 12 und/oder 
13. 25 
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